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(57) Abstract 

A nucleotide sequence corresponding to a gene comprising (a) one of sequences SEQ ID I to 11, or an equivalent gene which 
comprises (b) a sequence hybridisable with one of the sequences of (a), (c) a sequence at least 80 % homologous with (a) or (b), or (d) a 
sequence coding for a protein encoded by a gene according to (a), (b) or (c), or for an equivalent protein, and the use thereof, in particular 
for controlling cancer as well as for therapeutic follow-up. These genes are in the TSAP (tumor suppressor activated pathway) group, 
designated TSAP t to TSAP 8 and TSAP 3 human (or HUMSIAH) and in TSIP (tumor suppressor inhibited pathway) group, designated 
TSIP 1 and TSIP 2, both types of genes corresponding to sequences activated or inhibited, respectively, during cellular apoptosis, particularly 
that induced by p5 3. 

(57)Abreg£ 

La pr6sente invention concerne une sequence nucleotidique correspondant a un gene comportant (a) une sequence selon Tune des 
IND. SEQ 1 a 1 1 ou un gene equivalent qui comporte: (b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), (c) une s6quence 
prdsentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou (b), ou (d) une sequence codant pour une proline codec par une gene selon (a), (b) 
ou (c) ou pour un procaine equivalente, et Leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans le suivi th£rapeutique. 
Ces genes regroupes en TSAP (tumor suppressor activated pathway) et ddnomm6s TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain (ou HUMSIAH), 
et en TSIP (tumor suppressor inhibited pathway) et ddnommes TSIP 1 et TSIP 2, ces deux types de genes correspondant respect ivement a 
des sequences induites ou inhibees lors de I'apoptose cellulaire, notamment cetles induites par p53. 
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SEQUENCES NUCL&DTIDIQ1JES, PROT&NES. MEDICAMENTS ET AGENTS 
DIAGNOSTICS UTILES DANS LE TRAITEMENT DU CANCER. 

La presente invention concerne la mise en evidence de genes 
impliques dans les voies moleculaires de la suppression tumorale et 
l'utilisation des genes ainsi mis en evidence pour le traitement de certains 
dysfonctionnements geniques, notamment les cancers. 

La presente invention a ete rendue possible par I'isolemem d'ADNc 
correspondant a des ARN messagers exprimes ou reprimes lors du processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 

Une analyse globaie des evenements moleculaires intervenant au 
cours du cycle cellulaire iors du developpement et de 1'apoptose ceilulaire est 
necessaire pour mieux comprendre 1'importance du gene p53 dans le 
processus de suppression tumorale ou, au contraire, de cancerisation. 

La transformation d'une cellule nonmale en cellule tumorale est un 
processus qui se deroule en plusieurs etapes et qui necessite une suite 
d'evenements moleculaires. Au niveau physiologique, ces evenements se 
traduiront parnne independaiice de la cellule tumorale vis-a-vis des signaux 
exterieurs ainsi que par une deregulation interne menant a une croissance 
incontrolee. 

Deux groupes de genes sont responsables de cette transformation 
dite "malignc", d'une part, les oncogenes, d'autrc part, les genes 
suppresseurs ou anti-oncogenes. Les oncogenes, en raison de leur 
deregulation dans le cancer (resultant lc plus souvent d'une mutation ou 
d'une translocalisation) induiront un signal positif qui favoriscra la 
croissance neoplasique. Au contraire. les genes suppresseurs, du fait de leur 
deletion, de Tabsence de leur expression par mutation du promotcur. par 
exemple, ou encore de mutations qui modifieront la structure et la fonction de 
la proteine, seront incapables dans le cancer de fournir le signal qui lui, 
normalement, devrait freiner cette croissance anormale. En consequence, le 
dysfonctionnement des genes suppresseurs contribue a la transformation 
neoplasique. 

L'objet de la^ presente invention est Tisolement de genes ayant 

normalement une action dans la suppression tumorale et dont il sera alors 
possible de surveiller et de traiter les eventuels dysfonctionnements. 

En particuiier, Tisolement de ces genes permet d'avoir recours a 
une therapic genique de remplacement ou bien a la synthese d'agents 
pharmacoiogiques, proteiques ou non proteiques. qui, directement ou 
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indirectement. par leur action sur les promoteurs, induiront 1'activaiion ct 
l'expression de ces genes, ou encore la synthase d'agems pharmacologiqucs 
qui permeurom de mimer l'effet physiologique de ces genes suppresseurs. 

L'objectif final est. soit d'inhiber la croissance tumorale. ou mieux, 
d'induire le processus apoptotique de ces cellules tumorales. c'est-a-dire de 
conduire les cellules tumorales a se "suicider". 

La presente invention concerne la mise en evidence de genes qui 
som impliques dans cette apoptose. En effet, chaque cellule possede en elle un 
programme de mort physiologique. II s'agit egalement d'un processus 
physiologique qui est impiique dans le developpement afin dc maintenir 
I'homeostasie du corps et de ne pas voir des proliferations ceilulaires 
anormales s'etablir. meme si, au demeurant, elles n'om pas de caractere 
malin. 

L'un des genes suppresseurs les plus importants impliques dans 
15 1'apoptose est le gene p53. Dans sa fonction normale. ce gene controle la 
croissance cellulaire et le processus d'apoptose ; en particulier. e'esi ce gene 
qui bloque la- croissance. cellulaire et qui doit induire le processus 
apoptotique afin d'eviter le developpement d'un cancer. On a ainsi mis en 
evidence que des souris nullizygotes pour le p53 etaient beaucoup plus 
sensibles a la formation de tumeurs. On a egalement mis cn evidence le fait 
que, dans les cancers, le gene p53 ctait tres souvent altcre et conduisait a la 
production de proteines incapablcs de vehiculer le message dapoptose. 

C'est cette particularite qui a ete mise en oeuvrc dans lc cadre dc la 
presente invention. 

En effet. la presente invention repose sur la constatation qu'il 
n'est pas possible, ou du moins qu'il parait tres difficile, de mettre en place 
unc therapie de substitution directe lors d'un dysfonctionnement du gene 
p53. En effet, le p53 mute comme il l'est dans le cancer va annuler l'effet 
physiologique du p53 normal. 

II a done fallu renoncer. du moins dans un premier temps, a unc 

therapie de substitution agissant dircctemeni au niveau de p53. 

La presemeTirventTfc^^ 
en aval de p53 afin de "bipasser" la difficulte evoquee precedemment. 

Afin d'isoler les genes actives ou inhibes par le p53 normal (wild- 
35 type p53) on a effectue un ratissage global de l'expression des genes dans une 
cellule induite en apoptose et dans la meme cellule maligne, plus 
particulierement dans une cellule exprimam le p53 normal dans sa fonction 
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et dans une cellule exprimant le p53 mute dont la fonction est oncogeniquc. 
La comparaison des genes exprimes (ARN messagers exprimes dans les deux 
types de cellule) a permis de mettre en evidence des genes exprimes 
differentiellement, c'est-a-dire exprimes dans Tune des cellules aJors qu'ils 
5 ne le sont pas dans I'autre (les genes peuvent etre actives ou inhibes). 

On en deduit aisemem que ces genes sont impliques dans le 
processus de cancelation, dans un cas par leur absence, et. dans I'autre cas. 
par leur presence. 

Pour cette etude differentieile. la methode utilisee est la methode 
10 decrite en 1992 par Liang et Pardee (Differential display of eucaryotic mRNA 
by mean of a polymerase chaine reaction). 

Jusqu'a present, i'isolement des genes impliques dans la 
suppression etait effectue soit par clonage positionnel. soit par l'emploi des 
doubles hybrides. La premiere methode permettait. par un calcul statistique, 
15 de calculer la plus haute probability ou p'ouvait se localiser. au niveau 
chrornosomique. un gene suppresseur candidal pour un type bien particulier 
de cancer, surtout ceu.x d'origines familiaies. Le systeme de doubles hybrides 
permei d'isoler une a une les proteines qui-interagissent avec un gene 
donne. 

20 L'approche du probleme selon la prescntc invention a permis 

d'isoler des sequences directcment reliees a unc fonction. Des lors. au 
contraire du sequencage alcatoire des EST. les sequences sont des sequences 
dont la fonction est connue et qui sont impliquees dans le processus 
d'apoptose induii par le gene suppresseur p53. 

25 De facon plus precise, cette methode a etc utilisee sur un modelc 

ceitulaire decrit par Moshe Oren.. il s'agit de cellules myeloides tumorales de 
souris qui ont eie transfectees par un mutant stable du gene p53-. En fait, 
l'expression de ce gene est thermosensible. e'est-fr-dire que dans des 
conditions de culture cellulaire a 37*C la proteine produite est une proteinc 

30 mutee. c'est-a-dire qu'elle ne peut jouer le role de suppresseur de tumeur ct 
done que la lignee cellulaire correspondante se developpe sous forme de 

cellule -maligne._alors qu'a.la^emperature de 32'C la proteine p53 exprimee. 

comme la proteine naturelle, est capable de jouer le role de suppresseur ei~ 
empeche la lignee cellulaire correspondante de devenir maligne. 

35 Cette etude systematique a permis de mettre en evidence les genes 

impliques dans la cascade de suppression induite par p53. 
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C'est pourquoi la presence invention conccrne ces nouvelles 
sequences et les genes ies comportam ainsi que 1'utilisacion de ces sequences, 
tant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la therapie, de meme que pour 
la realisation de modeles destines a tester des produits anti-cancereux. 
5 La presente invention concerne tout d'abord une sequence 

nucleotidique correspondant a un gene comportam : 

(a) une sequence selon l'une des IND.SEQ.1 a 10 ou 
un gene equivalent qui comporie : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), 

10 < c > une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 
(b).ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene selon 

(a) , (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et ieur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
15 le suivi therapeurique. 

De plus, la presente invention concerne un gene humain implique 
dans la cascade de suppression induite par p5 3 ainsi que 1'utilisation des 
sequences de ce gene, tant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la 
therapie. de meme que pour la realisation de modeles destines a tester des 
produits anti-cancereux ainsi que leur application a titre d'agent antiviral. 

La presente invention concerne done egalemcm une sequence 
nucleotidique correspondant a un gene comportam : 

(a) une sequence scion I'IND.SEQ. 11 correspondant au gene TSAP 3 
humain ou HUMSIAH (Human Homologue of the Drosophila seven 
in absentia gene), ou un gene equivalent qui comporie : 

(b) une sequence s'hybridant avec l'une des -sequences selon (a). 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 

(b) , ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene seion 
(a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 

le'suivf therape~utique~ " : 

Concernant les sequences 1 a 11, la presente invention couvre 
aussi bien la sequence nucleotidique correspondant au gene entier que des 
35 fragments de ce gene, notamment lorsqu'ils codent pour une proteine 
equivalente comme cela sera decrit ci-apres. 
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Les sequences nucleotidiques peuvent etre aussi bien de I'ADN que 
de TARN ou des sequences dans lesquelles certains des nucleotides sont non 
naturels, soit pour ameliorer leurs proprietes pharmacologiques, soit pour 
permettre leur identification. 
5 Les sequences mentionnees en (b) (pour les IND.SEQ. 1 a 11) sont 

essentiellement les sequences complementaires totales ou partielles 
(notamment pour les cas evoques precedemment). 

Les sequences (a) et (b) (pour les IND.SEQ. 1 a 10) permettent non 
seulement l'acces au gene rnurin dont elles sont issues, mais egalement aux 
10 genes humains correspondant par homologie. 

Ainsi. 1'invention concerne egalement les sequences nucleo- 
tidiques des genes presentant une forte homologie avec les genes mentionnes 
precedemment. de preference une homologie superieure a SO % sur les 
parties essentieiies desdits genes, soit en general au moins 50 % de la 
15 sequence, de preference l'homologie sera sur ces parties superieure a 90 %. 

Enfin. lorsque lesdits genes codent pour une proteine, la presente 
invention concerne. egalernent les sequences codant pour la meme proteine. 
compte tenu de la degenerescence du code genetique. mais egalement pour 
les proteines equivalentes. c'est-a-dire produisant les memes effets. 
20 notamment les proteines deletees et/ou ayant subi des mutations ponctuelles. 

Les sequences selon la presente invention sont plus 
particulierement les sequences qui sont induitcs ou inhibces lors de 
l'apoptose ccllulaire. notamment celles induitcs par p53. 

Lesdits genes sont rcgroupes en TSAP ou "Tumor Suppressor 
25 Activated Pathway" et denommes de TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain. 
correspondant aux IND.SEQ. 1 a 8 et 1 1 (HUMSIAH) respectivement. et en TS1P 
ou "Tumor Suppressor Inhibited Pathway" et denommes TSIP 1 et TSIP 2. 
correspondant aux IND.SEQ.9 et 10. 

Les caracteristiques des sequences correspondent aux IND.SEQ. 1 a 
30 10 sont rassemblees dans le tableau ci-annexe. 

Les sequences nucleotidiques correspondant aux genes TSAP (y 

cpmpm.J^TSA^hu^m^ des sequences exprimees lors 

du processus d'apoptose alors que lorsqu'ils ne sonrpa7exp7imelle pr^cessuT' 
d'oncogenese se poursuit. II est done interessant : 
35 - de detecter toute anomalie dans le gene correspondant. laquelle peut 
conduire a une plus grande susceptibilite a l'oncogenese. et 
- de pouvoir prevoir une therapie de rcmplacemem. 
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II faut d'ailleurs rappeler que ces genes peuvent intervenir dans 
d'autres processus que les processus oncogenes ; en effet. p53 est en quclquc 
sone le gaxdien de rintegrite du genome, dans ces conditions les genes TSAP 
ou TSIP sont sans doute egalement impliques dans cette fonction de controle, 
c'est done Tensemble des alterations possibles du genome qui peuvent etre 
redevables de la detection et de la therapie precedents Au coniraire, les 
genes TSIP sont exprimes lors de l'oncogenese et non lors de l'apoptose, il est 
done la aussi interessant de detecter I'eventuelle anomalie des TSIP et 
egalement de prevoir une therapie d'inhibition/blocage. 

La therapie de remplacement pourra etre effectuee par therapie 
genique, e'est-a-dire en introduisant le gene TSAP avec les elements qui 
permettent son expression in vivo. Les principes dc la therapie genique sont 
connus. On peut utiliser des vecteurs particuliers, viraux ou non viraux. par 
exemple des adenovirus, retrovirus, virus herpes ou poxvirus. La plupart du 
15 temps ces vecteurs sont utilises sous forme defectifs qui serviront de 
vehicules d'expression de TSAP avec ou sans integration. Les vecteurs 
peuvent etre egalement synthetiques, e'est-a-dire mimer des sequences 
virales, ou bien etre consumes par de l'ADN ou de l'ARN nu selon la 
technique developpee notamment par la societe VICAL 
20 Dans la plupart des cas, il faudra prevoir des elements de ciblage 

assurant une expression specifique des tissus ou organes, en effet, il n'est pas 
possible d'envisager d'activer un phenomenc d'apoptosc incontrole. 

La presente invention concernc done 1'enscmble des \ecteun; 
decrits precedemment. 
25 La presente invention concerne egalement les cellules 

transformees par un vecteur d'expression tel que decrit precedemment ainst 
que la proteine pouvant etre obtenue par culture de cellules transformees. 

Les systemes d'expression pour produire des proteines peuven: 
etre aussi bien des systemes eucaryotes tels que les vecteurs precedents que 
30 des systemes procaryotes dans des cellules de bacteries. 

L'un des interets de la presente invention est qu'elle a mis en 

surexpression de l'un des genes par therapie genique peut, pour certain*; 
d'entre eux, ne conduire a l'apoptose que les cellules dans lesquelles 
35 s'expriment deja d'aurres genes deregles, e'est-a-dire des cellules malignes. 

La presente invention concerne egalement, a titre de medicament, 
un compose assurant Pexpression cellulaire d'au moins une des sequence:; 
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nucleotidiques precedences lorsqu'elle est induite lors de l'apoptose 
cellulaire, notamment des genes TSAP 1 a TSAP S et TSAP 3 humain, ou au 
contraire assurant I'inhibition de 1'expression cellulaire d'au moins une 
sequence cellulaire telle que decrite precedemment lorsqu'elle est inhibee 
lors de l'apoptose cellulaire, notammeni TS1P 1 er TSIP 2. 

U est. par exemple, possible de prevoir d'autres approches que la 
therapie genique, notamment I'utilisation de sequences nucleotidiques en 
strategic senj ou antisens, e'est-a-dire pouvant bloquer 1'expression de TSIP 
ou au contraire, agissant en amont, favorisant 1'expression de TSAP. 

On peut egalement prevoir une strategic de remplacement directe 
par apport de proteines correspondant a TSAP ou d'anticorps inhibiteurs 
correspondant a TSIP. 

Enfin, il est possible de prevoir I'utilisation de molecules non 
proteiques dont l'activite sera d'activer TSAP ou de mimer l'action de son 
15 produit d'expression ou bien d'inhiber TSIP ou bien de bloquer l'action de 
son produit d'expression. 

Ce A produits peuvent etre aisement testes sur les cellules modifiees 
qui sont decrites dans les exemples en introduisa~nt les produits a tester dans 
la culture cellulaire et en detectant ['apparition du phenomenc apoptotique. 
20 Dans les strategies a ADN, ARN ou proteique les produits sont bien entendu 
elabores en fonction des sequences qui sont decrites. 

La presence invention concerne en particulicr I 'uiilisntion des 
medicaments precedents en tant qu'agent ami-cancereux. 

Mais, le produit du gene TSAP 3 humain (HUMSIAII) est egalement 
25 utile comme agent antiviraj, comme cela apparaitra a la lecture de l'exemplc 
2. La presente invention concerne done egalement I'utilisation des 
medicaments precedents comme agent antiviral. 

La presente invention concerne egalement - a titre d'agent de 
diagnostic pour la determination de la predisposition au cancer, tout ou partie 
30 des sequences selon l'invention a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification, mais egalement a titre d'agent de diagnostic 

PP U L A* jl^ierminatjon_ de__la predisj5^sJuon_au cancc_r_ un antigenc 

correspondant a tout ou partie des proteines codecs par la sequence selon 
l'invention ou les anticorps. notamment les anticorps monoclonaux. 
35 correspondants, eventuellement apres culture. 

Les methodes de diagnostic sont connues, il peut s'agir, par 
exemple, de techniques de microsequencage des parties variables apres 
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isolement et amplification eventuelle ou des methodes de detection tv P e R*LP 
ou d 'amplification simple notamment. Les techniques differcmiellcs 
peuvent. en particulier. permettre de mettre en evidence l'ecart entre le 
TSAP ou TSIP normal et anormal. 

5 L'invention concerne egalement des modeles mettant en oeuvre les 

sequences precedentes. 

Le gene TSAP 3 humain (HUMSIAH) peui etre isole. notamment en 
ucilisam la methode PCR ou d'autres methodes d 'amplification en mettant a 
profit la structure du gene. 11 est egalement possible de synthetiser ce gene 

10 paf morceau, si necessaire. 

Enfin. l'invention concerne un perfectionnement a In methode de 
Liang et Pardee (1) caracterise en ce que dans ^amplification par PCR on 
effectue une diminution en palier ("touch down"), tel que decrit dans Don et 
aJ. (2). 

15 D'autres caracteristiques de l'invention apparaitront a la lecture 

des exemples ci-apres faite notamment en se referam aux figures suivantes : 
- Figure 1 - Quantification de Expression differentielle des ARNm utilisant 
1'imageur 1200 p. Hybridation aux ARNm derives des cellules LTR6 a 37'C et 
des cellules LTR6 apres 4 heures a 32°C. Les nombres en ordonnees de 0 a 
20 500 correspondent au comptage detecte par 0.15 mm ct som proponionnels 
nu signal d'hybridation. 

CI : ARNm exprime egalement en utilisant un clone sans expression 
differentielle ; 

C2 : controtc positif utilisant la Cycline C et montrant Induction des ARNm 
25 correspondant a 32°C ; 

MER-LTR : monrre 1'induction de cette sequence a 32°C 

TSAP 1 a TSAP S : expression differentielle des 8 ARNm actives dans les 4 
premieres heures suivant 1'induction de l'apoptose ; 

TSIP 1 et TSIP 2 : expression differentielle des 2 ARNm inhibes dans les 4 
30 premieres heures suivant 1'induction de l'apoptose. 
- Figure 2 - Analyse Northern blot. 

A-:-hybridation-avec-la-sonde-TSAP-3^ 

B : hybridation avec la sonde siah lb de souris ; 

lignes 1 et 2 : ARNm polyA* de cellules leucemiques myeloides Ml (clone 
35 S6) cultivees a 37°C et 32°C respectivement ; 

lignes 3 et 4 : ARNm polyA* de cellules LTR6 cultivees a 37°C et 32'C 
respectivement ; 
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la fleche indique 1 'expression differentielle du transcrit 1.9 kb de TSAP 3 - 
siah 1 b de souris : 
panneaux inferieurs : GAPDH ; 

C : distribution tissulaire utilisant TSAP 3 comme sonde ; 
1 : coeur. 2 : cerveau, 3 : rate, 4 : poumon, 5 : foie. 6 : muscle du squelette, 7 : 
rein, 8 : testicule ; 

les fleches indiquent les transcrits de 1,9 ei 2,4 kb ; 
paxjneau inferieur : (J-actine. 

- Figure 3 - Analyse de l'hybridation in situ avec la sonde TSAP 3 ; 
A : cellules Ml incubees pendant 4 heures a 32*C et hybridees avec une 
sonde antisens TSAP 3 ; 

B : cellules LTR6 incubees pendant 4 heures a 32 S C et hybridees avec une 
sonde sens TSAP 3 ; 

C : cellules LTR6 incubees a 37'C et hybridees avec une sonde antisens 
15 TSAP 3 ; 

D a F : cellules LTR6 cultivees a 32'C pendant respectivement 1, 2 et 
4 heures et hybridees a une sonde antisens TSAP 3 ; 
la barre dans le panrieau A : 10 nm ; 

les fleches indiquent l'accumulation des ARNm TSAP 3 dans le cytoplasme. 

- Figure 4 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSAP 1 et la sequence 
nucleotidique correspondant a la phospholipose C beta 4 de rat. 

- Figure 5 - Comparaison entre la sequence d'ADNc dc TSAP 2 ct la sequence 
nucleotidique correspondant a la proteine digicec au zinc (ZFM 1 ) localise? 
dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1). 

- Figure 6 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSAP 3 et la sequence 
nucleotidique correspondant au gene Drosophila seven in absentia (sina). 

-- Figure-? — -CompaTais Bn _ emre ne~produit des genes sina de differemes 
especes. humain (HUMSIAH), murin (MMSIAH IB) et dc drosophile 
(DROSINA). 

- Figure 8 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSIP 2 et la sequence 
d'ADNc du transcript. SI 82 murin du gene AD3 implique dans la maladie 
d 'Alzheimer. 

MATER1ELS ET METHODES 
Cultures cellulaires 
35 Cellules de leucemie myeioide Ml (clone S6) et cellules Ml 

transfectees de faqon stable avec un mutant sensible a la temperature val 135 
p53 (LTR6) (3). 
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Ces cellules sont cultivees sur milieu RPM1 1640 avec 10 % FCS a 5 % 
de CO? a 37°C. Pour la modification de la temperature, les cultures sont placees 
dans un second incubateur a 32°C. Pour tous les essais effectues dans eerie 
etude, les cellules sont testees apres 12 et 24 heures pour la presence 
d'apoptose. 

Etude des ADNc differenticls 

Pour effectuer les tests dans des conditions experimentales 
standards et pour obtenir une reproductivite totale des resultats, les 
modifications suivantes au protocole d'origine (1) ont ete effectuees. 

On utilise toujours des ARNm polyA* purifies deux fois sur colonne 
d'oligodT utilisant Fast Track (Invitrogen. San Diega CA). Apres transcription 
reverse (M-MLV Reverse Transcriptase, Cibco BRL) sur 0,05 ug de polyA- 
utilisant 20 uM de chacun des d.NTP (Boehringer-Mannheim). aucun dNTP 
additionne n'est ajoute au melange de PGR final. Un "hoi start" a 94"C 
15 pendant 5 minutes est effectue avant la PCR (GeneAmp PCR system 9600 
Perkin Elmer Cetus). Les echantillons sont refroidis rapidemcnt sur de I'eau 
glacee. Un "touch down". (2) de 10 cycles de 50'C a 40°C est effectue (94°C 30 
secondes - 50'C 1 minute - 72°C 30 secondes), suivi par 35 cycles (94"C 30 
secondes - 40'C 1 minute - 72°C 30 secondes) et unc extension finale de 5 
20 minutes a 72°C. Les produits de la PCR sont separes sur gels de polyacrylamidc 
a 6 % non denaturant (4). Les gels som exposes sans sechage. Chaque 
presentation differentielle est effectuee en comparanc M1S6 ei LTR6 a 37'C ci 
apres 4 heures d'incubation des deux lignees ccllulaires a.32°C. 

U procedure de presentation differentielle est repetee dans 3 
experiences differentes pour confirmer une parfaite reproductibilite. 

— Les bandes-exprimees-differentiellement sont decoupees a partir du 

gel, eluees et reamplifiees (1). Les produits de PCR sont sous-clonds en 
utilisant le systeme TA-cloning (Invitrogen, San Diego CA) en suivant les 
indications fournies. 

Pour chaque reaction de ligation, 10 clones recombinants sont 
sequences en utilisant le systeme automatique AB1. 
Extraction- des— ARN— anal vses— ct~ sondes~N6Tf h~eTn~t)l ots ' 
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L'ARM total est extrait avec du Trizol (Life Technologies). Les ARN 
polyA* sont prepares en utilisant le kit OligotexdT (Qjagen. CA). 30 ug de l'ARN 
35 toial ou 2 ug d'ARN polyA* sont separes sur agarose 1 %/l x MOPS / 2 % gel de 
formaldehyde, transferes sur membrane de nylon (Hybond Appligene. 
France) cornme cela a ete decrit precedemment (5). Les Northern blots sont- 
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hybrides avec des sondes marques au P32 SU r les inserts TSAP et TSIP et laves 
comme decrit precedemmem (5). Pour verifier ^induction de la fonction 
du p53 sauvage, les Northern blots sont hybrides avec une sonde cycline C 
(6). A litre de controle pour la quantite d'ARNm chargee. les blots sont 
5 hybrides avec une sonde GAPDH. Differents Northern blots (Clontech CA) 
sont utilises dans des conditions identiques et hybrides pour le controle avec 
une sonde p-actine. Les produits de RT-PCR pour LTR6 sont amplifies en 
utilisant les amorces siah lb suivantes : 5'CAGTAAACCACTGAAAAACC3' ec 
5-CAAACCAAACCAAAACCAC3'. Le produit de PCR sous-clone est utilise comme 
10 sonde controle de siah lb. Les Northern blots sont exposes pendant 10 jours 
a - 80'C. 
Slot blots 

La reproductible des resultats obtenus par les analyses Northern 
blot. Les blots sont prepares (Bio-Rad. Hercules CA) en placant les produits 

15 de PCR (200 ng de Zeta-Probe Blotting Membranes, Bio-Rad, suivant les 
instructions du fabricant) de clones TSAP et hybrides avec une sonde ADNc 
marquee au P^2 (Superscript. I! Gibco-BRL, Life Technologies) correspondant 
a TARN des cellules. LTR6 incubees a 37'C et ensuite 4 hcures a 32'C. Le 
produit de PCR du clone contenant la cycline G est egalement depose sur les 

20 membranes et utilise comme controle positif. Les Slot blots sont exposes une 
nuit a - 80 a C. 

Analyse Quantitative des images 

Celle-ci est effectuee en utilisant un imageur 1200 p (Biospace 
Instruments, Paris, France) sur les deux Northern blots (pour TSIP 1 ct TSIP 
25 2) et sur les Slot blots pour tous les controles ADNsc ct TSAP 1 a 8. Pour 
l'analyse quantitative representee dans les graphiques de la figure 1 on 
soustrait un nombre constant de chaque pic. Cette constame est caicuiee" en 
mesurant la valeur moyenne du bruit de fond dans les slots qui ne 
contiennent pas d'ADNc. Les resultats du p imageur ont ete obtenus en 
30 comptant les slot blots une nuit et en les confirmant par autoradiographie 
avec des temps variables deposition. Ces autoradiogrammes momrent les 
memes variations qualitatives relatives entre les activites a 32X et a 37'C que 
- les-mesures"effectuees avecrieTf! Imageur' 
Hybridation in situ (7, 8) 

35 Les cellu,es sont ,av «« 3 fois dans un tampon phosphate salin 

(PBS) "cytospinned" et fixees par du paraformaldehyde a 4 % dans PBS 
pendant 10 minutes puis conservees dans 1'ethanol a 70 %. Des transcriis 
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d'ARN marques a la digoxigenine- 1 ] -uredine-5 '-triphosphate (DIG) ct a ia 
biotine-1 1-UTP de TSAP 3 sont utilises dans les analyses suivant la procedure 
decrite precedemment (Boehringer-Mannheim). Pour la detection des 
souches marquees a la digoxigenine hybridee les tranches sont incubees 
5 dans SAD-10 (10 nm d'anticorps anti-DIG de mouton marques a l'or a 1/1000 
de dilution. Biocell UK). L'analyse est effectuee en utilisant de la microscopie 
a laser corifocal. 
EXEMPLE 1 

L'etude differentielle des ADNc par la methode de Uang et Pardee 

10 permet de disposer d'un outil tres puissant et efficace pour detecter les 
variations dans l'expression des genes. Neanmoins, il a fallu modifier le 
protocole original comme cela a ete indique precedemment afin d'ecarter 
certains problemes de reproductibilite observes lorsque Ton applique la 
methode telle qu'elle est decrite a 1'origine. 

15 On a pu mettre en evidence une reproductibilite totale lorsque dans 

la methode PCR on introduit un u hot start" suivi par un "touch down". 

Les-bandes _exprimees\ differentiellement apres isolement et 
reamplification sont neanmoins souvent contaminees par des bandes 
provenant des ARN qui migrent dans les regions voisines de I'ADNc, si Ton 

20 utilise directement ces sondes sur des Northern blots ceci conduit a des 
erreurs. On a done sous-clone les produits de seconde PCR et fait effectucr les 
analyses des Northern blots utilises a defaut de recombinant a sonde simple. 
Le sequencage systematique d'au moins 10 sous-clones recombinants pour 
chaque bande selectionnee a montre qu'il etait trcs efficace pour 

25 selectionner les clones d'interet. 

Le gene p53 est, dans Tetat actuel de nos connaissances, le 
suppresseur tumoral qui est mute dans le plus grand nombre de cancers 
d'origines tres diverses, et Tutilisation du mutant sensible a la temperature 
val-135 p53 s'est deja montree precedemment fournir des informations tres 

30 importantes concernant le fonctionnement du p53 sauvage en induisant, s;oit 
Tarret de la croissance cellulaire en phase G-l p soit l'initiation du 

programme de mo r t_c e Uu 1 ai r e . 

Jusqu'a maintenant, les voies moleculaires en amont et en aval de 
p53 et qui conduisent a la suppression tumorale etaient encore peu claires. 

35 Jusqu'a maintenant un certain nombre de genes en aval de p53 ont 

ete identifies, il s'agit notamment de gadd 45, mdm 2, mck, "Mouse 
endogenous retrovirus" LTR, p21-waf et Cycline G. 
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La presente invention a permis de meure en evidence lexistencc 
de 1 1 genes qui sont exprimes differentiellemenc dans les cellules exprimant 
le p53 sous sa forme suppresseur actif ou bien dans des cellules tumorales 
exprimant le gene p53 non actif. 

La figure 1 montre la quantification des signaux d'hybridation 
correspondant a l'expression differentielle de 8 de ces genes qui sont actives 
a 32°C, c'est-a-dire dans lesquels la fonction de p53 sauvage est activee ct 
conduit done a 1'apoptose des cellules, ces genes qui sont actives seront 
denommes ci-apres TSAP (pour Tumor Suppressor Activated Pathway), par 
contre on constate que dans deux experiences 2 genes exprimes a 37'C sont 
en partie inhibes a 32°C. ce qui impliquerait qu'ils sont inhibes durant la 
mort ceilulaire programmee, ces genes ont ete denommes TS1P (pour Tumor 
Suppressor Inhibited Pathway). 

L'analyse des homologies des differentes sequences activees de 
15 TSAP 1 a TSAP 3 a montre qu'il s'agissait la de genes deja connus. Par contre, 
les autres ADNc TSAP 4 a TSAP 8 ne montrent aucune homologie significative 
avec des genes connus. 

Pour I'ADNc TSIP 1 qui est inhibe dans son expression pendant 
1'apoptose, il ne montre aucune homologie avec des genes connus. 

Pour I'ADNc TSIP 2 qui est egalement inhibe dans son expression 
pendant 1'apoptose, il montre une grande homologie avec le transcript SI 52 
du gene AD3 implique dans les voics metaboliques de la maladic d'Alzheimer 
(Sherrington et al.) (figure S). 

Par consequent, il est possible d'agir sur les voics metaboliques 
de la maladie d'Alzheimer en agissant sur les voies metaboliques p53 
dependantes. 

u presente invention a done egalement pour objet, a titre de 
medicament, un compose assurant l'expression ceilulaire de TSIP 2 destine au 
traitement de la maladie d'Alzheimer ainsi qu'a titre d'agent de diagnostic 
pour la determination de ia predisposition a la maladie d'Alzheimer, tout ou 
partie de la sequence de TSIP 2 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification ainsi qu'un antigene correspondant a tout ou 

partie des proteines codees par TSIP 2 - ou Fes "antkorps, " "notammen71e7 

anticorps monoclonaux correspondants. eventuellement apres culture. 
35 L'hypothese que l'on peut faire sur ces genes inhibes dans leur 

expression par le p53 sauvage est qu'ils peuvent coder pour des sequences 
oncogeniques qui seraiem regulees en aval du processus de suppression 
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tumorale ou encore qu'il s'agit de proteines de structure ou du cvtosquel^tte 
pour lesquelles la regulation en aval de 1'cxpression est concomitame de la 
mort cellulaire par apoptose. 

TSAP 1 est homologue a la phospholipase C beta -4 de rat La 
sequence de TSAP 1 presente 100 % d'identite avec la PLC entre les 
nucleotides 3967 et 3985 ; 82 % entre les nucleotides 3986 et 41 16 et 85 % entre 
les nucleotides 4070 et 4220 (figure 4). La PLC est connue pour etre impliquee 
dans la voie de signalisation des recepteurs de la tvrosine-kinase et 
pour catalyser I'hydrolyse du phosphatid y li n0 sitol-4.5-biphosphate en 
d.acylglycerol et inositol-1 ,4,5-triphosphate. Toutefois. la presente etude 
suggere que la PLC est une cible en aval dans 1'apoptose a mediation p53. 

TSAP 2 montre des sequences conservees (92 % d'identite entre les 
nucleotides 259 et 299 ; 100 % d'identite. entre les nucleotides 418 et 458 et 9' % 
d'identite entre les nucleotides 645 et 685) avee la proteine digitee au zinc 
15 (ZFM 1) qui est localisee dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1) 
(figure 5). MEN 1 est un desordre dominant autosomal associe avec le 
developpement-de tumeurs. affectant le lobe anterieur des glandes pituitaires 
et parathyroides et les cellules des Slots pancreatiques. II est particulierement 
interessant d'avoir mis eh evidence qu'a la fois ZFM et une isoenzyme de PLC 
sont colocalises dans la meme region chromosomiquc 1 lql3 contenant 1c 
gene de susceptibilite a MEN 1. Chez la souhs. les regions homologucs sont 
localisees sur le chromosome 19B. Le fait de trouver que TSAP 1 et TSAP 2 sont 
actives en reponse a p53 peut suggerer que ces genes appaniennem "a unc 
voie de suppression des tumeurs plus globalc et que P 53 peut cooperer avec 
25 MEN 1. 

TSAP 3 est identique a Siah lb. Ce gene, est I'homologue chez les 
vertebres du gene Drosophila seven in absentia (sina). Le clone decrit 
presente 94 % d'identite avec I'homologue murin (nucleotides 1496 a 1634) 
(figure 6). Par analyse Northern blot en utiiisam une sonde TSAP 3. on a P u 
detecier une expression differemielle d'un messager de 1.9 kb de ce gene 
(figure 2A). Ceci est confirme en utilisant une seconde sonde correspondam a 
ja meme region _de _la_jequffn.c.e„siah. l b-dec-rite- (figure-2B) .-^-figure- 2C ~ 
montre la distribution lissulaire de ce gene en utilisant une sonde TSAP 3 qui 
detecte a la fois l'ARNm de 1.9 et de 2.4 kb correspondant aux resultats 
mentionnes precedemment lorsqu'une sonde siah est- utilisee. L'hybridation 
in situ montre que l'ARNm de TSAP 3 est induit rapidement 1 hcure apres 
l'induction de 1'apoptose (figure 3D). Son expression augmentc apres ? et 



20 



30 



35 



WO 97/22695 



15 



PCT/FR96/0206I 



4 heures (figures 3E et 3F). Dans les cellules qui sont entrees en mitosc aucun 
signal n'est detecte. 

Carthew et Rubin ont montre que seven in absentia est necessaire 
pour le developpement de 1'oeil de la drosophile. D'autre pari, des mutants de 
5 ce gene dans la drosophile montrent un role beaucoup plus general dans lc 
developpement. L'homologue rnurin est subdivise en deux groupes siah 1 et 
siah 2 et ces proteines montrent un degre de conservation tout a fait 
inhabituel par rapport a drosophila seven in absentia. 

Nos resultats ont montre que TSAP 3 / siah lb est active dans le 
10 programme de mort cellulaire dans les cellules Ml induites par le gene 
suppresseur de tumeur p53. Comme ce gene code pour une proteine digitec au 
zinc nucleaire, il pourrait etre un factcur de transcription regulatcur qui est 
en aval du signal de p53. Les resultats montrent egalcment un lien direct 
entre les genes concernant le developpement chcz la drosophile et une voie 
15 majeure de suppression tumorale. 
EXEMPLE 2 

En utilisant le .fragment d'ADN'c murin (TSAP 3), decrit ci-dessus, 
obtenu par analyse "differentielle d'ARNm, on a constitue une sonde pour 
isoler un fragment de 1,1 kb d'une librairie d'ADNc humain qui ensuitc a ete 
20 expanse jusqu'a la region codante entierc par une RACE- PC R. 

La figure 7 montre TADNc et la sequence d'acides amines du gene 
humajn sina (TSAP 3). 

Cette sequence code une proteine de 282 amino-acides avee un 
motif digite au zinc C3HC4. Cette proteine presentc egalcment des analogies 
25 avec des proteines capables de sc fixer sur TARN, i^i sequence en amino- 
acides est tres conservee entre la Drosophile, la souris et le gene humain 
(figure 7). - 

La distribution tissulaire indique que le sina humain est exprimc 
de fagon ubiquitaire et code pour un ARNm de 2,3 kb et, dans lc placenta, il 
30 existe un transcrit additionnel de 2,5 kb. 

En analysant des YAC du CEPH et des librairies BAC par PCR, en 
utilisant des amorces sina humains specifiques, on a pu isoler 8 YAC (350- 

lOOOTcBref 2'BSCTrO'O etT2T kb): 

La fluorescence par hybridation in situ (FISH) utilisant les clones 
35 YAC et BAC montre que le seven in absentia est localise sur le chromosome 
1 6q 12-13, e'est-a-dire dans une region contenant les genes suppresseurs de 
tumeurs candidat dans differents cancers, notamment : cancer du scin (9), 
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tumeur de Wilm's (10-12). syndrome de Laurence-Moon-Bard et-Biedl (13), 
syndrome de Beckwith-YViederman (14). 

Comme cela a ete indique dans la demande de brevet francais 
N° 95 15 146, on a trouve que des transfectances stables de cellules Ml 
5 murines avec le mutant p53 sensible a la temperature montraient ractivation 
de seven in absentia apres induction de l'apoptose a 32°C. Etant donne que le 
TSAP 3 murin a ete isole dans un modele d'apoptose induit par le gene p53, il 
etait logique d'approfondir 1'analyse du gene TSAP3 (HUMSIAH) dans un 
modele d'apoptose physiologique humain. 

Ce modele est decrit dans l'intestin ou les cellules migrent du fond 
de la crypte vers la region apicale des vilosites ou elles meurent par apoptose 
avant d'etre larguees dans le lumen. Ces cellules en apoptose sont 
specifiquement marquees par la technique TUNEL 

D'autre part, ces memes cellules sont positives par hybridation in 
situ pour le gene TSAP 3 (HUMSIAH) dans l'apoptose physiologique chez 
rhumain. 

Enfin. afin d'investigucr rimplicatiori du gene TSAP 3 humain 
dans la suppression. des tumeurs, on a utilise urv modele base sur I'ensemble 
des genes plutot que sur un seui gene. Ce modele repose sur les proprietes 
biologiques du parvovirus H-l. 

Des rccherches trcs completes dans ce domainc ont montre sur ies 
20 dernicres annees que le parvovirus tuc prcfercntiellcmcnt les cellules 
tumorales alors qu f il cpargne leur contrepartie normale. 

De facon a elaborer un modele, on a fait l'hypothesc suivantc : s'il 
etait possible de selectionner, a partir d*une tumeur qui soit sensible a l'effet 
cytopathique du parvovirus H-l, les cellules qui ctaient_.resistanies. cext-e— 
resistance pourrait etre due a un changement de leur phenotype malin. Ceci 
a pu etre demontre pour les cellules KS selectionnees~a partir des cellules 
erythro-leucemiques K562 humaines. Tandis que les cellules parentales K562 
sont sensibles a l'effet cytopathique du parvovirus H-l, les cellules KS, elles, 
sont resistantes. Ces cellules resistantes reexpriment le type sauvage de p53 et 

ont un p henotype suppnme jja _fois, j,n_vitro-euin-viv-o. — _ — 

Pour confirmer ces observations sur d'autres cellules, on a 
selectionne, a partir d'un monoclone d'une leucemie monocytaire U937 
humaine, les cellules filles US3 et US4. Ces clones sont resistants a l'effet 
cytopathique des parvovirus H-l et montrem une reversion du phenotype 
malin in vivo. L'analyse de marqueurs de surface pour 20 cellules, indique 
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qu'il n*y a pas de emplacement dans lc stade de differentiation entre U937 ct 
les clones US indiquant que la suppression du phenotype malin n'est pas due 
a une differentiation terminale. 

Ni les cellules K562 ni les cellules U937 n'expriment p53. Par 
5 contraste aux cellules KS qui reexpriment p53. les cellules US 3 et US4 ne 
reexpriment p53. Toutefois. on a pu mettre en evidence le fait que les cellules 
US3 et US4 montraient .Pactivation de VVAF-1 par rapport aux cellules 
parentales malignes U937. Une telle activation de WAF-1 dans une voie 
independame de p53 alternative a ete recemment decrite ec les resultats 
actuels montrent que les clones US3 et US-4 utilisent. semble-t-il, cette voie 
alternative VVAF-1. 

Le gene sina est active par le type sauvage p53 inductible dans les 
cellules Ml de meme que dans les cellules KS qui reexpriment le type sauvage 
p53. 

15 Tandis que les cellules parentales U937 exprimenc tres legeremem 

l'ARNm de sina, il est active dans les clones fillcs US3 et US-4 qui ont une 
reversion de _]eur phenotype malin et qui reexpriment p2l«aM. 

De facon interessantc, sina est active dans les cellules qui 
deviennent apoptotiques, comme cela est montrc par un double marquage 
utilisant une sonde sina pour hybridation in situ combinec avec un essai 
TUNEL 

Ceci permet de demontrer que lc gene sina humain qui est ires 
conserve dans la phylogenic jouc un role dans Papopiose ct la suppression 
tumoralc. 

De facon encore plus importante, sina sc situe au croisemcnt des 
voies de p53 et de WAF-1. 

En outre, en utilisant le modele de U937 et US 3 et US4, on a pu 
montrer un lien fonctionnei pour les molecules suppresseurs en utilisant un 
modele biologique global qui permet la comparison a des niveau* 
moleculaires entre les cellules malignes parentales ct les cellules filles 
directement derivees. Ces experiences indiquent qu'il n'est pas necessaire de 

transfere r les genes suppresseurs de tumeur humains specjfLques_ri«;_facon-.a—. 

leur conferer le phenotype suppresseur, mais que la reversion tumoralc est 
sous le controle d'un systeme de regulation qui est toujours present dans le 
35 materiel genetique des cellules tumorales bten qu'il soit necessaire de le 
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TABLEAU 



CAKACTFKlSTIOHre HPS ri hmix 



Clone a expression 
differentielle 


Amorces 
3' et 5' * 


Taille de l'ARNm 
en kb 


I 1 1 Ml 1 1 VI kjM 1 C 


TSAP 1 


T11CC-16 


2.0 et 4.5 


PLC * 


TSAP2 


Tl 1GC-5 


5.9 


MEN1 § 


TSAP 3 (IDS N' 3) 


T11CC-4 


1.9 


siah lb «j 


TSAP 4 


Tl 1GC-6 


5.0 


Non 


TSAP 5 


Tl 1CG-5 


1.2 


Non 


TSAP 6 


TllAC-1 


2.8 


Non 


TSAP 7 


T11GC-16 


> 8.0 


Non 


TSAP S 


T11GC-6 


> 10.0 


Non 


TSIP 1 


T11CG-S - 


3.0 


Non 


TSIP 2 


T11AA-5 


3.1 


ADS * 
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* Les chiffres et les sequences des amorces en 5" correspondent a ceux 

rappones par Bauer et al. (4) 
= Rat phospholipasc C-beta 4 ARNm (RATPHOSCB) 
§ ARNm humains (HUMMEN1C: MUMZFM1C; HUMZPMlA: HUM.MEN1A) 

siah- IB ARNm (MMSIAH1B) 
*AD3. transcript S182 ARNm murin (homologuc S1S2 ARNm humain. 

(Sherrington et. al.). 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 1 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE ; ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 1 
10 -(B) EMPLACEMENT: 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 

TSAP1 

10 . 

15 



20 



30 



rCATCACGTAC 



r a t PLC CTTCTTCTACTTAACAATTTC ACT ATTGAATTTCTTTGCCCAACCA.^AGT ACCTATCTAC 

3970 3980 3990 4000 4010 4020 

20 30 40 50 60 70 

TSA?1 ACACACACACACAGAGAGAGACAGAGACAGACAGACCCCCACACACACACACAGAGAGAT 

rat?LC ACACACACACACACACACACACACACA C AC AC AC AC AC AC AC AG AAA T 

4 030 4040 --- .. 4050 4050 

80 90 100 110 120 130 

TSA? i CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAATCATGATATATGGCTTAAACATGTTTCCTATGA 



ro C PLC CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAACCATAATCCACAACTTAAACA7GTTGCCTAGCC 
4070 4080 4090 4100 4110 4120 



35 



WO 97/22695 PCT/FR96/0206 1 

20 

140 150 160 170 130 190 

TSA? 1 GACAGCATCACAJ\CCCAGTGGGCTTGGTGATAACAACTCTGCTT7G7GCTGCATTAGGAC 

5 rat PLC CACAGCATCACAAGCCAGTCCGCTTGGTGATAACAACTCTCCTTTGTCGTGCATTAGC AC 

4130 4140 4150 4160 4170 4180 

200 210 220 230 

jq TSA?1 1 * ATTTTTGAGCTGCTGCTGCTGCAAA- AAAAATAAGAGCCG 



rat?LC ATGTTCGAGCTGCTGCTG - -GAAAAGGAAAATTAGTGCATTAGTA07T7AJ\TCCCA^CCC 

4190 4200 4210 4220 -1230 ^2^0 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 2 

(i) CARAGTERISTIQUES-DE LA-SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 ( D ) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 2 
( B ) EMPLACEMENT: 
25 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 2 r 

TSAP2 

10 20 30 40 50 60 

TSA.? 2 GCTTGoAACCA^ATCTACAACAGCCAGGGGAAGCGCCTTAACACTCGAGAGTTCCGTArCC 



30_ 



hunzf nlc . seq CCCCTGAGCCCATCTACAATAGCGAGGGGAACCGGCTTAACACCCGAGACTTCCGCACCC 
250 260 270 230 29C 300 



35 
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21 

70 80 90 100 IIC 120 

TSAP2 GCAAAAAAAAA.^TCTCTTGTCTTTTCCT.\AGCTTTTCCCTGTGCTAGCGAA.^GATCAGT 



10 



5 hum; f mlc . secj GCAAAAAGCTGGAAGAGGACCGGCACAACCTCATCACAGACA7GGTTGCACTCAATCCGG 

310 320 330 340 350 360 



130 140 
TSA?2 AACTCCGTGCTTATAGATTGGTT 

hurnz f.nlc . seq A 7TT C AAGCC AC C 7G C A G AT T A C AAA CC7CCAGC AA C AC G7 G 7 G AG TG . : 
370 330 390 400 AlO 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 3 

( i ) CARACTERISTIQUES OE LA SEQUENCE: - 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 ( D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTER1STIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 

(B) EMPLACEMENT: 

25 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 3 : 

TSAP 3 

10 

TSA?3 3 

30 



rn.-nsiahlb.seq T7C7AAAATATTTCTGAACTTTGTATTTG7TGTAGA77CAT7G7AT7CTTGAC AATTT7* 
i- 50 1«0 1470 1430 U90 1500 



35 



OMCrvvsrv -uur\ o-poocacao i » 
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20 30 40 50 50 70 

TSA ? 3 CGGCGTGGGCCTCTGCCTCCACACATGCCTGCACCTGTGTCCTTCCTTTTCCTTTrLACAA 

^ rrjnsiahlb . seq CGGGGTGGGGGTCTCCCTCCACACATCCCTCCACGTGTGTCCTTGCTTTTCCTTTAACAA 

1510 1520 1S30 1540 1550 1550 

80 90 100 110 120 130 

10 TSAP 3 GCCATCTACCTCTCATAGCCCACTGTTTTCCCCTTGTGACTCAACACATAGTCCTCCTCT 

r-Siahlb. seq CCCATCTACGTCTCATAGCCCACTCTTTTCCCCTTCTCAGTC^ACACATACTGCTCCTCT 
1570 15B0 1590 1500 1510 1520 

15 

TSA?3 GCTTTG GCTTTGCT 



25 



30 



9Q rr-sid-lb. seq GGTTTTGCTTTGCTTTGCTTTTCGTTTT7GATCTCTGTCTATTTCATAAT7TTTAT7CTA 

1 = 30 15-;0 1650 1550 1570 1550 



WO 97/22695 



PCT/FR96/02061 



INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 4 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 4 
10 .(B) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 4 : 

TSAP4 

AACTCCCTCG TGGGTGTGGG GACC7AATTC CTTATATT7T TACAACAAGC AC7G7ACAAA 5 3 

15 

CTG7GCCTTT CCCTAATGCA GTTATACTAT TTCCATTAAG A7GCC7AACC 77AG7TAAGC 12 0 

CTTTATATTC ACTGGCATCG GTAGGAATCC TCACGGTG.-.A TGGGCCAACT T37CATCCAA 130 
GA-^GCCCTCA TTTTCAGTTG CC 202 

20 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N' : 5 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 5 

( B ) EMPLACEMENT: 

30 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 5 : 



35 



BNSDOC1D: <WO fl722fi9SA2 I > 



WO 97/22695 



24 



PCT/FR96/02061 



TSAP5 



10 



TAACAAGCAT ATTCACCTTC CGCATTGCTT TCCTAAGCCA TGATCTCAAC CTCCACCTGC 
AACTGATTTC CCAAGGGACA GAAATCCTCT TTGATCTTTC TGAACCACTT GTCTTCAAAC 
TCTTTGGAGG ACGCAACCAC CATGCCACTC AGGGCTCCGG GGCCCACACA CTTCACCTCC 
GAATGAAGCT CCTCTTTTAT CTTTTCTGGG ACAATGTCTT CCCCCATACC CTCCTCCATC 
AACAGCAAAG TACCTTCCCT AAAGTTGAAG TCCTTCACTT TCCCTCCAAT TTCCTGCTGA 
GTCCTCAAGT TCTTCTCCAA CGCGAATGAT CTTTGCTGAG ACTGGGCGAG CTGAAGCACG 
AGCCTGCCCC GG A GC AAAAA GGCCCATCCT TTCCTCCGAC CCTCCATCTG TCCCTCTTCC 
CTCCGCCTTC CCACCGAAGG CATATTC7C CTCACCAC7A CCACTCCCTT CCACGGAGAC 
CAGTGCA7TC TCAGGCAAGG TCGTGGGCAA ACACAAAAGA GAGCCTGTTC CCGAGTGTAC 
AGAGGAGGGA CCGACGGCCT TCTCACTTGA CGCAGAACTC TTCTGTCCCT GCCGTCACAC 
CCTGCTGGCA GGCCGCGCCC TGCAcfcACG T ATG C CTCTC CCAGCTTACA CCAGCTCCAC 
GGCTTCACCG GGTGCAAACC AATCACCTTG TGCAGGCAGA AGATCCTCTC CTCCCCGCTC 
TGCAGCCTCG AAAAGACGGC CAGCTCGAGC TGGACCACCA CGCTCACATC CTCTCTCTTC 
CTGCC7TTGC TTTCCAACTC TCCCCCCATC TCCACCGCCT CCTCATCCCT CCCAACTCAC 
CCAGACACCG AGCCTGGCCT TCTTGCACAT CCCTTTTCAT CCCAAAATTA CTACATCGTA 900 
A7CTTCGGAG ATATCGAGTA TTCCTGCACC GCTTTCTCGT ATTCCTCTCC TCTCTAGCCC 9 50 

AGCTCCCCTC TGAATTTCTT GAGAGTGAG A A CTTC AAT AT CGTCACTACA TTCTGTCTC ~ 

25 " 

TCATAAAACC ATGCGCCTCC CAGACCTTGC CCCGGTAGGG GGAGGCCGGC TCGGGCCCGC 
GCTCCGGCCT CTCCTCGAAC ACCGAGTCCT CAAATTCCCC GCCCAGCACC CACCATCCGC 
7CTCCA7CGC CCGGAACTGC AACTGCACCT CGAAACGAGG CGACACCTAG AGCGACCCCC 
3q -CACCCACC CTCCAAAGCC CCCGACAGCA CCCCCGCCAA GGCTGCCGAC CCAAGGTAGA 12 50 



20 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

730 

S40 



1020 
1080 
1140 
1200 



GACCTGCCCC. GCGGGCCGCT- CGAGCGGTAT - ACTGAGTCCT - A^TTTvGGATGC 



1310 



35 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 6 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 6 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 6 

TSAP 6 



15 CTGAGTACAT ATCACATCTA TGGGGTCTCA TTCTGACTAT CTC A3TTTA C ACCTGCATCC 
CACGAATTAC GATCTCAGCC ACCCACCCAT ATATCATCAC .CTCCCTCTGC AGCATCCACA 
AAAGAGACCC GAACCCAGCT CAGCCCCCCC ACAACCCATC TCCACTTCCA CGCCCTCACA 
CGTGGCTTGT TTTCTCCCCC TGTCTGTGGT CCCCGGACAG CATGAACTTC ACAGCCCCAT 
20 CTTTCTCCCA GCCCCTGCGG ATCTTCCTGA CTCTCCCGTT 7GACGCAG=G CACGAGGAAC 

AGGCCCTTGG CCAGGATGAT TCACACAGGG CCAGGGACCA GCGTCAGTCT CGAATGTGGG 3 50 

GCGGGCAGGT AGAACTTCKT AGTC GTTTTT CCTCCAAAAC CCACGGCTCC AGCGCTACGT 4 20 

GACTGTGTGC ATTG7CCTGA CTATCAGGGC CACCAAGCCC A3TCTCCACT CCACGAAGCT 
_ GA ^ C ^ C H^. C 2 =TTGAGCC r A t rA P CAAT - CCACGCGACC GACCTGACAG- CGAGCACCGA 
CAACATCCCC AGGGCCAGCA CACCCAGGCA CACGTATATC TGCATCCTCC AGACTTCTTC 
CTCACCCCAG AGGCCGCTCT TGTTGGCCAG GACCTCCTTC ACACCCACAT TGACCACGTC 
GTAGCCGGTG GGAGCGGCCC ACCCGCAGGC AGAAGCTCTA GAGAGCCTGC ACCATCGCGA 
AGAAGAAGCT GACCAGCCCG ATCTCCTTGC GATGCTCCAC CGAGTCCTCC AGCCAGTCTG 



25 



30 



50 
120 
130 
2 40 
300 



430 

540 
600 
6 50 
720 
730 



GGAAGCGCTC GTACTTGGTC CCCCTCCCCA CCTCAACCGC ACCTCCCAGC ACACCGGCCA 
GGTACACTAC GGACAGCAGC ACATAAGCCA CACAGGCTAG TGTGGTCTTG ACCACACACA 
AGGCCA-CTT GTAAAACTTC TTCTCATCTT TCCGAATGTN TGG-TGTAKA ACGTCCCGGA 
TCAAATTCTA GGTGTANAAM CACACAAAGA CCCCACTCCC CAGGAAGCTG CCCCCCTTCC 



840 
9 00 
9S0 
1020 



BNSOOCID: <WO 9722695A2 I > 



WO 97/22695 



PCT7FR96/02061 



20 



1200 
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AGAATCGAAG CAACCNCACG GCTTTNCCTT CTACCTCCCT CNCTCAACCC CAX3GATCCA 10 BO 

TNTCCACCCC TTNAAACCAT NGCGCCTCCA TCTCTGAAAA TGCTC.VCTTC CNT7CTGGTK 1140 
CATCAJnCCA AATAACNCCT CCCTCTTCCN TCCCTTCCCC CCACCCTNTN GGCCCCATGC 
5 CAA 1203 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NT : 7 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
10 ( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix.) CARACTERISTIQUE: 

15 (A) NOM/CLE: TSAP 7 

( B )- EMPLACEMENT: - 
( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 7 : 



TSAP 7 

GCCCA7CCAC TCATTCTTTA TTTCAGTCTC TGAAACCC7C CT.-.CG-' 

TAATTTTTAA TCCATTTTCA "AACCAGCCTT TACTCTCCCC TTTTC" 

ATG7TAGCAC GTGTGCATAG X40 



25. INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 8 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( NT tYPE~DVMOLECULE7 ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 8 

( B ) EMPLACEMENT: 

35 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N' 8 



50 
120 
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TSAP6 

CACGTNAAAG TACCACATCC NCCCCCATTC GTAGATATTG ANAGACTATA TAT.'ATAGGNC 60 

GAAGCACAAT CTCTTCCCTT CCTNTGTACA CCTCANACCC AGTGACTTCC NACCNAACCN 120 

5 CNTGANTCTN TTTCTNCATA TGAGTGTCTG NCTCTCTCNA TOTGCGTCTC ACATGTATGG 130 

GACGACCNAC CCCACCCCCA CCCGCCTTCA NGCACAATMG AGGACCCCTA TN'GTGGATAC 24 0 
GNGCATCGGT_AAANAGC 257 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 9 
10 ( i ) CARACTER1STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
15 ( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: . 

(A) NOM/CLE: TSIP 1 

(B) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 9 : 
20 tsipi 

GGAGGGGGTC TAGCTTTC - C .Ti.nC : » A: v ACTCTGA .GG"7 GCTCAGGTCA CAGAGAAGGC 5 0 



ACTT.^VTTGC GAAGCTCATC TGA77CCCGC C.VTCTTCTCT CCCT7TACCA 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 10 
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 ( D ) CONFIGURATION : lineaire 

(_i L) -TYRE-DE MOLECULE- :-ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 2 

( B ) EMPLACEMENT: 

35 ( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N" 10: 
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10 



15 



20 



25 



30 



TSIP2 



CACCGGTGAGACCTCTAGGGCGGGGCCTAGGACGACCTGCTCCGTGGGCCGCGAGTATTC 60 

GTCGGAAACAAAACAGCGGCAGCTGAGGCGGAAACCTAGGCTGCGAGCCGGCCGCCCGGG 12 0 

CGCGGAGAGAGAAGGAACCAACACAAGACAGCAGCCCTTCGAGGTCTTTAGGCAGCTTGG 18 0 

AGGAGAACACATGAGAGAAAGA.'VTCCCAAGAGGTTTTGTTTTCTTTGAGAAGGTATTTCT 2 4 0 

GTCCAGCTGCTCCAATGACAGAGATACCTGCACCTTTGTCCTACTTCCAGAATGCCCAGA 3 00 

TGTCTGAGGACAGCCACTCCAGCAGCGCCATCCGGAGCCAGAATGACAGCCAAGAACGGC 3 60 

AGCAGCAGCATGACAGGCAGAGACTTGACAACCCTGAGCCAATATCTAATGGGCGGCCCC 4 20 

AG AC7AACTC AAG AC AGGTGGTGG AAC AAG ATG AGG AGG.-AG ACG AAGAGCTG ACATTGA 4 90 

AATATGGAGCC.A-^GCATGTCATCATGCTCTTTGTCCCCGTGACCCTCTGC ATGCTCGTCG 5 4 0 

TCG7GGCCACCATCAAATCAGTCAGCTTCTATACCCGGAAGGACGGTCAGCTAATCTACA 6 C 0 

CCCCATTCACAGAAGACACTGAGACTGTAGGCCAAAGAGCCCTGCACTCGATCCTGAATG 6 6 0 

CGGCCATCATGATCAGTGTCATTGTCATTATGACCATCCTCCTGGTGGTCCTGTATAAAT 7 2 0 

ACAGGTGCTACAAGGTCATGCACGCCTGGCTTATTATTTCATCTCTGTTGTTGCTGTTCT 7 3 0 

TTTTTTCGTTCATTTACTTAGGGGAAGTATTTAAGACCTACA_\TGTCGCCGTGG ACTACG 8 4 0 

TTACAGTAGCACTCCTAATCTGGAATTTTGGTGTGGTCGGGATGATTGCCATCCACTGGA 9 0 0 

.^lAGGCCCCCTTCGACTGCAGCAGGCGTATCTCATTATGATCAGTGCCCTCATGGCCCTGG 9 6 0 

TA77TATCAAG7ACCTCCC CG AATGGACCGCATGGCTCATC7TGGCTGTGA7TTCAGTAT 10 22 

ATGATTTGGTGGCTGTTTTATGTCCCAAAGGCCCAC7TCGTATGCTGGT7GAAACAGCTC 10=0 

AGGA^-.G.AAATGAGACTCTCTTTCCAGCTCTTATCTATTCCTCAAC.-ATGGTGTGGTTGG 114 0 

TG AA T ATGGC TG AAGG AG AC C C AG AAG CC C AAAGG AGGGT AC CC AAG AAC C CC AAG TATA 1 2 C 0 

ACAC ACA.A^GAGCGGAGAGAGAGACACAGGACAGTGGTTCTGGGAACGATGATGGTGGCT 12 50 

TCAGTGAGGAGTGGGAGGCCCAAAGAGACAGTCACCTGGGGCCTCATCGCTCCACTCCCG 13 2 0 

AGTC.--AGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCTGGGAGC ATTCTAACG AGTGAAGACCCGG AGG 13 3 0 

AAA G AG G AG T AAAA C TTG G A C TG GG AG ATTTC AT TTTC T AC A G TG T TC TGG T TGG T AA GG 14 4 0 

CCTCAGCAACCGCCAGTGGAGACTGGAACACAACCATAGCCTGCTTTGTAGCCATACTGA 15 00 



TCGGCCTGTGCCTTACATTACTCCTGCTCGCCATTTTCAAGAAAGCGTTGCCAGCCCTCC 15 60 

CC ATCTCC ATC ACCTTCGGGCTCGTGTTCTACTTCGCC ACGG ATTACCTTGTGC AGCCCT 152 0 

TCATGGACCAACTTGCATTCCATC AGTTTTATATCTAGCCTTTCTGCAGTTAGAAC ATGG 163 0 

ATGTTTCTTCTTTGATTATCAAAAACACAAAAACAGAGAGCAAGCCCGAGGAGGAGACTG 17 4 0 

^ GTGAC7TTCCTGTGTCCTCAGC7AACAAAGGCAGGACTCCA.GCTGGACTTCTGCAGCTTC 18 00 

CT7CCGACTCTCCCTAGCCACCCGCACTACTGGACTCTGGAAGGAAGCCTCTAC AGAGGA I860 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 11 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 humain 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 1 : 
TSAP3 humain 

msrctacalprgt s !< c ? p s c 
acgagccgccasac:gcucagca::acc:acc9g:acc:cgaag:g:ccac:a:cccag 
10 20 30 40 50 5C 

15 rvpalcgccasr. nclasife 

aggg:gcc:gcc'c:gacccgcacaaccgca:ccaacaaLgac::ggcgag:c: ::::gag 
_J70 - '..30..." - - 90 1C0. 110 120 

cpvc fdyvl ppi 1 c c c s g h 1 
:g::cagcc:gc:::gac:acg:g::accgcccac:c:ucaacg:ca;ag:gg,cca:c:: 
130 140 150 150 170 130 

c s r. crpkl cccp ccrgp I g 
20 g:::g:agcaac:g:cgcccaaagc:caca;g::g:ccaac:cgcc;gggcc:;:;ggga 
190 200 210 22C 230 240 

s i r r. 1 a m e k vans v 1 f p c k y 
:ccarLcgcaacc:ggcLat:ggagaaag:ggc :aa:tcag:ac:;::cccc zgza.a.az*z 
250 250 270 . 230 290 300 

assgcei clphce -cachae! 
g:;:c:cc:ggacgcgaaa caaccccgccacacacagaaaaagcagacca:gaagagc:c 
75 " " 310 320 330 340 35 0_ _ 3_50_ 

ce frpyscpcpgasckwqgs 
:g:gagt::agccc:ta::cccg:ccgcgccctggcgcLCcccgcaaa:ggcaaggc:cc 
370 330 390 400 410 420 

lea v rr. p h 1 n h q h '< s i c c leg 
crggacgccgtaa ^gccccacccgacgca tcagca taagcccac cacaaccc :acaggga 
430 440 450 450 470 430 

30 



.Ceinlogavc w 



gag-ga-:'a^agvc:-t-:ctcgct^ 

490 500 510 520 530 540 

rr. r s c f g £ h £ m 1 v 1 e !< q e !< y c 
a cgcagccccgcctcggcccrcacrtcatgtLagcc: tagagaaacaggaaaaacacga c 
550 560 . 570 530 590 500 

ghqcf faivqligtrkcaer. 
^ gg:caccagcag::c:ccgcaa:cgtacagccgataggaacacgcaagcaagc:gaaaac 
510 .620 630 640 650 550 



pwcrwvirv ^uirt qtooaoc a o i ^ 
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fayr I e 1 n g h r rr 1 c wee r p 
Lt:gcLeaccgactC9agccaad:ggccacaggcgdcgact9accccgga=;:gac:cc: 
570 660 690 700 ~710 720 

rsihegiataimnsdclvfd 
cga:c:a:ccacgaaggaaccgcaacagccatcacgaacagcgaccgcccagccc:cgac 
730 740 750 760 770 730 

palhs flqtngnlginvc is 
ccagca:cgcacagctctc:gcagacaaa cggcaatccaggcatcaa:gcaaccact:cc 
790 800 810 820 830 940 

n c 

a cg:g::gaaal:ggcaatcaaacaccccccggccagcgct:aaaacc :cag:::cacaga 
850 860 870 880 390 900 



10 



910 



920 



930 



jcagg:agaarc^cgaca: 
940 950 950 



gaaggccaa:aaaaagaaagaccgccaaacacaggaaacagctcca:gcag:a2cac:aa 
970 980 990 1000 1010 1020 



:a:::aaaaa i 
1030 



1040 



1050 



1060 



1070 



1030 



15 



cgggca: 



1090 



1100 



1110 



1120 



1130 



igcgcrrgc 
1140 



1150 1160 1170 1180 1190* * 1200 

g:gcg:gcg:gcccgggtt:r::ccc:!:caac:ga.caagcca:cc:gag:gg:ci:g;g; 

1210 1220 1230 1240 1250 1250 



20 



cac;g:::::cccc:i:g:gagucaa:acauagcgc:gc:g:aagccg:::;:g:g:g:a: 
1270 1280 1290 1300 1310 1320 



::;c;aa:::::a: caaCL;:ag::::cca ccaaa:aaa;::gac::::ccc:iia:::ag 
1330 • -1340 1350 1360 1370 " 1330 

g:::c:;c::::cLtg:acca::::aaag::ag:a:c:c:;gacaLcgca;a:::g:::a 
1390 1400 1410 1420 1430 1440 



-25- 



-14 50 



1-4 60 ~ 



1470 



14 30 



1490 



rccaccgg 
1500 



30 



aaa:a:::caaaaccagcccaccccggcgaaccca:gag::cccagaaagcaaaggLgac 
1510 1520 1530 1540 1550 1550 

a;ccggaaaa£taa:ccaaaagcccacccaaagccacccacaagg:gcccccc:::cc:g 
1570 1580 1590 1600 1510 15 20 

:c::cc:acagatgagccacaccu::gagcc:caacc::cgaaaggccagagae :aaa:c 
1530 1640 1550 1550 1570 ~ 1530 



ga:::::a:aaacaccgcaaacccaggcttLCg:c:cc:::::ccaga:a:cc::gg2ca 
1590 1700 1710 1720 1730 1740 

aacca:a:a:ctcaaaa:ctg:tcc:g:accrat:cgg::::gcagaagaaggcaccg:ca 
1750 1760 1770 1730 1790 1300 



35 



:gcacag:a:c:gca£Ctaaaagcaaattcat:tg:::aaaaaggcag::cgcaaaaaau 
1310 1820 1830 1840 1350 1360 

g::c;:;g:c::t:a:aattc:ca 
1370 1830 
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REVINDICATIONS 

1 ) Sequence nucleotidique correspondant a un gene componant : 

( a ) une sequence selon I'une des IND.SEQ.4 allou 
5 un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 
ou (b), ou 

(d) une sequence codam pour une proteine codee par un gene 
!0 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente. 

2) Sequence selon la revindication 1, caracterisee en ce que 
1'expression cellulaire du gene est induite lors de Papoptose celiuiaire. 

3) Sequence nucleotidique correspondant a un gene componanc : 

(a) une sequence selon I'une des IND.SEQ 1 et 3 ou 
15 un gene equivalent qui comporte : 

<b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a), 

< c > sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 

ou (b), ou 

( d ) une sequence codant pour une proteine codec par un gene 

20 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

caracterisee en ce que ('expression cellulaire du gene est induite par la 
suppression tumorale. 

4) Sequence nucleotidique correspondant a un gene comportani : 
U) une sequence selon Tunc des IND.SEQ2 ou 

25 un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avecJ'unc des~scquences selon-(a)7 " 
(O une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 

ou (b) ( ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene 
selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 
caracterisee en ce que 1'expression cellulaire du gene est induite par 
_L' ?P_? P r o s 1| uj^aire. * — 
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5) Sequence selon i'une des revindications 1 a 4, caracterisee en 
ce que 1'expression cellulaire du gene est induite par p53. 
35 6) Sequence selon la revendication 2 ou 4, caracterisee en ce que 

1'apoptose cellulaire est induite par p53. 
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7) Sequence selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee cn 
ce qu'elle esi choisie parmi TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain ou un gene 
equivalent. 

8) Sequence selon la revendication I, caracterisee en cc que 
5 Pexpression cellulaire du gene esc inhibee lors de Papoptose cellulaire. 

9) Sequence selon la revendication S, caracterisee en ce que 
Papoptose cellulaire est induite par p53. 

10) Sequence selon Tune des revendications 1 et 8 et 9, 
caracterisee cn ce qu'elle est choisie parmi TSIP 1 et TSIP 2 ou un gene 

10 equivalent. 

11) Vecteur d'expression cellulaire d'une sequence selon Tune des 
revendications 1 a 10. 

12) Vecteur d'expression selon la revendication 11, caracterise en 
ce 'qu'il s'agit d'un vecteur viral. 

15 13) Vecteur selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus herpes ou d'un poxvirus. 

14^ Vecteur selon~la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un vecteur a acide nucleique nu. 

15) Vecteur selon Pune des revendications 11 a 13 t caracterise en 
20 ce qu'il comporte une sequence assurant le ciblage et/ou Pcxpression 

specifique des tissus ou organes. 

16) Cellule transformec par un vecteur d'expression selon Pune 
des revendications 11 a 15. 

17) Proteine pouvant etre obtenue par culture de cellule 
25 transformee selon la revendication 16 et codec par la sequence selon Pune 

des revendications 1 a 10. ... _ _ . _. 

18) A titre de medicament, un vecteur selon Tune des 
revendications 11 a 15 ou une proteine selon la revendication 17. 

19) A titre de medicament, un compose assurant 1'expression 
30 cellulaire d'au moins une des sequences nucleotidiques selon I'une des 

revendications 1 a 7 ou de leurs produits. 
20) A titre d e ,,*medicajTient-selon-la-revendication--l 9 ,-un~vortr»Trr — 

nucleotidique assurant Pcxpression cellulaire dc ladite sequence. 

21) A titre de medicament, un compose assurant 1'inhibition dc 
35 1'expression cellulaire d'au moins un gene cellulaire selon Tune des 

revendications 1, 8 a 10 ou de leurs produits. 
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22) A titre de medicament selon la revendication 21. un nucleotide 
active assurant le blocage de la sequence nucleotidique. 

23) A titre de medicament selon la revendication 21', un anticorps 
monoclonal dresse contre la ou les proteines codees par la sequence 
nucleotidique. 

24) A titre de medicament destine au traitement du cancer, un 
medicament selon 1'une des revendications 18 a 23. 

25) A titre de medicament destine au traitement de la maladic 
d'Alzheimer, un medicament selon Tune des revendications 18 a 23. 

26) A titre d'agent de diagnostic notammeni pour la determination 
de la predisposition et le suivi des cancers, tout ou partie des sequences selon 
l'une des revendications 1 a 10 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification. 

27) A titre d'agent de diagnostic notammem pour la determination 
15 de la predisposition et le suivi des cancers un amigene correspondant a tout 

ou partie des proteines codees par la sequence selon Tune des revendications 
1 a 10 ou les amicorps correspondarits. 

28) A titre d'agent de diagnostic notammem pour la determination 
de la predisposition et le suivi de la maladie d'Alzheimer. tout ou partie des 

20 sequences selon l'une des revendications 1.5,7 a 10 a utiliser comme sonde 
nucleotidique ou comme amorce d'amplification. 

29) A titre d'agent de diagnostic notammem pour la determination 
de la predisposition et le suivi de la maladie d'Alzheimer un antigenc 
correspondant a tout ou partie des proteines codees par la sequence scion 

25 l'une des revendications 1,5,7 a 10 ou les anticorps correspondants. 

30) A litre d'agent antiviral, un medicament selon la 
revendication 20. 

31) Modele pour la mise en evidence de medicament anti- 
cancereux, des cellules selon la revendication 16. 

32) A titre de perfectionnement de la methode de Liang et Pardee 
le fait d'utiliser une diminution en palier lors de ^amplification PCR. 
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TSAPl 

10 - TCA7CACCTAC 

racPLC CTTCTTCTACTT/aCA.ATTTCACTATTG.^TTTC~TCCCC.^CC.\.A.^GTACCTATCTAC 
3970 3980 3990 4000 4010 4020 

20 30 40 50 60 70 

TSAPl ACACACACACACAGAGACACACAGACAGACAGAGACCCGCACACAGACAGACACACACAT 
:::::::::::::::::::: 

r a t PLC ACACAC ACACACACACACACACACAC A C AC AC AC AC AC AC AC AG AAA T 

4030 4040 4050 4060 

60 90 - - .. 100 110" 120 130 

TSA?1 CCCCTATTCCTCACACGCAGACTTGAATCATGATATATGGCTTAAACATGTTTCCTATGA 

::::::::::::::::::::::::::: : : : : : : :::::::::::: : : : : : 

rac?LC CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTCXACCA7A.\TCCAC.^C77.---^CA7CTTCCCTACGC 
4070 4080 4090 4100 41*0 4120 



:sa? 



ratPLC 



1*50 150 150 170 130 190 

CACACCATCACAACCCAG7CCCC7TCC7CA7AACAAC7C7CC77TCTCC7CCA77ACCAC 

: : : : ::::::::: : ::::::::::::::;::::::::::::::::::::::: : : : : : : : : 

GACAGCA7CACAAGCCAC7CGCC7TGCTCA7A.nC.-JkC7C7CC777G7GG7CCA77ACGAC 



4130 4140 4150 4160 4 170 4130 



200 210 . 220 230 



TSAPl 1 ATTTTTCACCTCC7CCTCCTCCAAA-AAAAATAACACCCC 



ra*: PLC A7CTTCGAGC7GCTGCTG - -GAAAAGGAAA_Vr7AC7CCA77AG7ACTT7AA7GCCAAGCG 

4190 4200 4210 4220 4230 4240 
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TSAP2 

10 20 30 40 50 60 

TSA?2 CC77GCAACCAA7C7ACAACACCGAGCGGAACCCCC7 TAACACTCGACAGTTCCGTACCC 

: : : : :::::::: I::::::::::::;:::;::;:: : : • : 

humzfrr.lc - seq CCCCTGAGCCCATCTACAATACCGAGGGGAAGCCCCTT.^CACCCCAGACTTCCCCACCC 
250 260 270 280 290 300 

? 0 80 90 100 110 120 

TSAP2 CCAAAAAAAAAAA7C7C77G7C7777CC7AACC7777CCC7C7CC7ACGGAAAGA7CAC7 



hunzf-lc . seq CCAAA^ACC7GGAAGAGGACCCCCACAACC7CA7CACAGACA7CG77GCAC7CAA7CCGG 
310 320 330 340 350 360 

130 14a " 

TSAP2 AAGTCCC7GG77A7ACA77GC77 

hu-zr-lc. se~ -777C^AGCCACC7CCAGA77ACAA.ACC7CCACCA.ACACG7G7GAG7GA7 
370 330 390 400 Aid 
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TSAP3 
10 

TSAP3 3 . 77777777777C 



nms iahlb.seq TTCTAAAAT ATTTCTC AACTTTGT A777G77C7AC ATTC A77C7 A77G77C ACAA77777 
1450 1460 1470 1480 1490 1500 

20 30 40 50 60 70 

TSAP 3 CGCCC7CCCGC7C7GCC7CCACACATCCC7CCACC7C7CTCC77CG7777CC777AACAA 

rosier. lb. seq CCGCC7GGCGC7G7CCC7CCACACA7GCG7CCACG7G7C7GC77CG7777::::777AACAA 
1510 1520 1530 1540 1550 1560 

80 90" 100 110 120 130 

7SA? 3 CCCATCTACGTGTCA7AGCCCACTCTT77CCCCT7C7CACTCAACACA7AG7GCTCC7CT 

"3 iahlb . seq CCCA7CTACCTCTCA7AGCCCAC7C77TTCCCC77G7CAC7CAACACA7AG7CC7CC7C7 
1570 1580 1590 1600 1510' 1620 

140 

7SAP3 . GC77TGGG7T7GG7 - 



"si ah lb . se- CC7777CCTT7GGT7TCC7777CC77777GA7C7C7C7C7A777CA7AA77777A77C7A 
1630 1640 1650 1560 1670 1530 



FIG. 6 
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HuMSIAH MSRQ7ATAL?7C7SXC??SQRV?AL7C77A3ro; 

MM S I AH 1 A_ i MS RQTATAL ?TCTS KC ? ? SQR V ? A L7C77A 5N*N* : 

>!>!SIA:-:i3_! MSRQAATAL STCTS KC ? ?5QH V ? A LTDTTASNN 

DROSINA_l MSN:<I::?:<RRE?7.^A^GAGA7GV'A7N'7S7S7CSSSAC::7SS.-3*7S53SSS3LSSAGCCD 

h-jmsiah dlaslfe:c?vc?d^lppilqcoschlvc5^c?.?:<l7Cc?7crc?lgs:. : o;l.a.mh: 

mmsiahia_1 dlaslrecpvcrdvvl??ilqcqsghlvcsncr?:<ltcc?7c?.g?lgsi?-\*l.5um£ 

mmsiah13_1 dlasl"ecpvcrdwlppilqcqsghlvcsmcr?:<ltcc?tc=lg?lgsir.\xa>i£ 

drosina_i acmsadltslrec?vc"dyvl??ilqcssghlvcvscrs:<u7cc?tcrg?la.\ t i?^laim£ " 



:-: r j:*siAH :<vaiVsvlf ?ckyassgceitl?hte:<.adheelcefrpysc?c?gasc:<wc^sldav>i?hl 

MMSIAK1A_1 XV AN S VL F P C KY AS SG C E I T L ? H T E XA EH E E LC E F R ? Y S C PC ?G A S C XWQG S L D A VM ? H L 

MMSIAH13_1 - :<VANSVLF?CKYSASGCEITL?HTK:^EHEELCEFRPYSC?C?GASC:<V;QG5LDA\^I?r:L 

DROSINA_l ;<VAS^KFPCKKSGYGC7ASL^7E:<7EHEE7CECR?YLCPC?GASC:<WOG?LDLWQHL 

HUMS I AH M HQ K X 3 1 TT LQG E D I VF L AT D I N L ? G A VD WVMMQ S C FG F H FM L V L E KQ E X Y EG HQQ F F A I 

M>:SIAHi A_l >!HQHX3I7TLQGEDXVFLATDINL?GAVDWV>!>!CSCFGFHF:*ILVLE:-:QEKYEGH0QFFAI 

M>!SIAK13_I M HQ H X 3 1 TT LQG ED I V F LAT D I N L PC A VD WVMMQ S C FG F H F • •! L V L E HQ E X Y EG HQQ F F A I 

D?.OSI.\\A_l MM S H K 5 1 TT LQG ED I V F L AT D I N L ?G A VD W /MMQ S CFG H H F M L V L E XQ E X Y EG HQQ F F A I 



HuMSIAH VQ L I G 7 ?. KQ A EN FA Y R L ELNG K R-RR LTVJ EAT ? P. S I H EG I A T A I MN S DC L V F E ? S I AQ L FA 

MMSIAK1A_1 VQ t. I GT RKQ AEN F A Y R LE LNG HR?*RLTW EAT P.RS I H EG I AT A I MNS DC L V FDT S I AQ L. FA 

MMSIAHi3__I VQ L I GT R KQ A EN F A Y R L E L NG H R?*RLTW E AT PRSIHEGIATAI >IN S DC L V F DT S I AQ L F A 

0?.OSINA_: VQ L I G 3 RX E A E N F VY R I. E L. NG M RRR LT W E AM ? R S I H EG V A S A I H N S DC L V F DT S I AQ L F A 
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aatacggagc caagcatgcc accacgcccc 
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